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As doenças do miocárdio constituem umas das principais causas de morbidade e 
mortalidade da população em geral. Hoje, as modalidades farmacológicas disponíveis são 
eficientes no tratamento dos sintomas, no entanto possuem poucos efeitos sobre a 
progressão das cardiopatias. Estudos preliminares evidenciam que a interferência nas vias 
de sinalização celular relacionadas ao desenvolvimento das doenças cardiovasculares pode 
ser um alvo potencial para bloquear a progressão, bem como reverter o processo de 
deterioração funcional e estrutural característicos desta condição clínica. 
Atualmente sabe-se que as proteínas tirosina quinases estão amplamente envolvidas em 
mecanismos de transdução de sinais específicos gerados na célula, bem como na patogenia 
de diversas doenças como o câncer e do coração. 
Neste contexto, a disponibilidade de compostos quinazolínicos com propriedades inibidoras 
de tirosina quinase permitiu propor estudos com o intuito de avaliar a potencialidade desses 
fármacos sobre o bloqueio da evolução da insuficiência cardíaca. Primeiramente, para um 
estudo biológico sistemático, torna-se importante investigar se existem  efeitos diretos das 
quinazolinas sobre o coração. Para tanto, no presente estudo, investigamos os possíveis 
efeitos de três compostos quinazolínicos,; DMA – Cloridrato de 6,7-dimetóxi-4-N-(3’-N,N-
dimetilfenil)aminoquinazolina; CLQUI – 6,7-dimetóxi-4-cloroquinazolina, PD153035 – 
Cloridrato de 6,7-dimetóxi-4-N-(3’-bromofenil)aminoquinazolina, sobre a função cardíaca 
em preparação de coração isolado (Langendorff). 
Foram feitos experimentos concentração-resposta de DMA, CLQUI e PD153035 sobre a 
pressão sistólica do ventrículo esquerdo e frequência cardíaca de corações isolados de ratos. 
Todos os compostos testados causaram aumento da pressão ventricular, com diferentes 
potências para este efeito . O DMA foi o composto que produziu maior resposta pressora 
quando infundido em concentrações entre 30pM - 2µM (resposta pressora máxima =  
27 ± 3 mmHg), enquanto o PD153035 apresentou a menor resposta (resposta pressora 
máxima = 8 ± 4 mmHg). Também ocorreu diminuição, concentração-dependente, da 
freqüência cardíaca . As respostas bradicárdicas foram de aproximadamente 24%, 29% e 




Para avaliar os possíveis mecanismos envolvidos nas respostas pressoras e bradicárdicas, 
realizamos experimentos concentração-resposta apenas com DMA na presença de  
β-bloqueador (propranolol) e inibidor do canal tipo-L de cálcio (diltiazem) e também com 
redução da concentração de cálcio no tampão de perfusão. 
No entanto, o aumento da pressão ventricular observado não era dependente da ativação de 
receptores β-adrenérgicos e nem de receptores de cálcio tipo-L, já que a utilização de 
propranolol e diltiazem nos experimentos concentração-resposta com DMA em corações 
isolados, não promoveu o bloqueio do efeito pressor. A redução da concentração de cálcio 
no tampão de perfusão, apesar de diminuir o efeito pressor do DMA, não nos esclareceu 
por qual mecanismo a quinazolina estaria atuando para elevar a pressão sistólica dos 
corações . Por outro lado, observamos que existia uma correlação inversa estreita entre o 
aumento de pressão ventricular e a queda de freqüência cardíaca observada em todos os 
experimentos. Em experimentos onde a freqüência cardíaca foi mantida constante durante a 
infusão de concentrações crescentes de DMA, através da ação de estimulador elétrico, 
observamos que este procedimento aboliu a resposta pressora do DMA em corações 
isolados. Levantamos, então, a hipótese de que o principal efeito desses compostos sobre o 
coração seria a bradicardia. Com esses dados, obtivemos informações de que a adenosina 
também produz efeitos, em corações isolados, semelhantes àqueles observados com os 
compostos quinazolínicos (i.e. bradicardia e aumento da pressão sistólica do ventrículo 
esquerdo), comprovando este dado através de experimentos concentração-resposta de 
adenosina (ADO) em coração isolado de rato. Sabe-se que a adenosina exerce papel 
protetor no miocárdio, principalmente sob condições de injúria como , por exemplo, na 
isquemia. Uma das possibilidades é a de que o composto quinazolínico estaria atuando de 
forma direta ou indireta sobre receptores de adenosina.  
Realizamos, então, experimentos de isquemia em corações isolados para verificar se a 
quinazolina também poderia estar protegendo o miocárdio. Optamos, neste caso, pela 
utilização do PD153035 já que este foi anteriormente caracterizado como um inibidor da 
atividade das tirosinas quinases e encontra-se atualmente em testes terapêuticos em 
pacientes com câncer.  
Resumo 
xv
Os resultados comprovaram nossa hipótese, revelando o efeito protetor do PD153035 sobre 
corações isquêmicos a partir de concentrações de 1 nM. Para comprovar esse resultado, 
utilizamos o inibidor inespecífico dos receptores de adenosina, 8-fenil-teofilina (8-F T), em 
experimentos de isquemia de corações perfundidos com PD153035. A presença do inibidor 
aboliu o efeito protetor do PD153035 sobre a isquemia do miocárdio. 
De maneira geral, estes achados demonstraram que os efeitos cardíacos de compostos 
quinazolínicos com propriedades inibidoras de tirosina quinase se dão direta ou 






Heart failure remains to be a major cause of morbidity and mortality worldwide. A variety 
of drugs have been shown to improve symptoms, but most of them do not interfere in the 
progress of heart failure. A number a signaling pathway has been shown to contribute to 
cellular damage and deterioration observed in the cardiac myocytes in heart failure. Several 
evidences support a role of protein tyrosine kinases (PTKs) in the signaling mechanisms 
underlying the myocardial dysfunction. In this context, the tyrosine kinases inhibitors may 
have a key role to block the development of heart diseases.  
Thus, this study was designed to investigate the effects of quinazoline compounds, with the 
ability to inhibit tyrosine kinases, on isolated rat heart (Langendorff preparation).  
DMA – 6,7-dimetóxi-4-N-(3’-N,N-dimethylphenyl) aminoquinazoline chloridrate;  
CLQUI – 6,7-dimetóxi-4-chloroquinazoline chloridrate and PD153035 – 6,7-dimetóxi-4-
N-(3’-bromophenyl)aminoquinazoline chloridrate were used in this study. All these 
compounds increased left ventricular systolic pressure and reduced heart rate in a 
concentration-dependent fashion. These functional effects were more evident for DMA 
(EC50LVSP= 0.1 ± 0.03 nM; EC50HR= 0.2 ± 0.02 nM and EmaxLVSP= 0.9 ± 0.2; EmaxHR= 
173 ± 8 bpm), followed CLQUI (EC50LVSP= 0.6 ± 0.5 nM; EC50HR= 0.9 ± 0.3 nM and 
EmaxLVSP= 0.6 ± 0.2; EmaxHR= 173 ± 1 bpm) and PD153035 (EC50LVSP= 6.0 ± 1.2; 
EC50HR= 19.0 ± 9.0 and EmaxLVSP= 0.3 ±;0.1 EmaxHR= 164 ± 3 bpm) (figure 10 and 11). 
The quinazoline induced increases in left ventricular systolic pressure (LVSP) were caused 
by the reduction in heart rate (HR) as demonstrated by the straight correlation between 
LVSP and HR (figure 16 and 17) attained at various doses of these compounds and by the 
abolition of pressor responses in isolated hearts in which heart rate was restored to control 
levels through external pacing (figure 18).  
Further studies revealed that the bradicardia induced by these compounds mimics the effect 
of adenosine on isolated rat heart and is blocked by the unspecific adenosine receptor 





Finally, experiments performed to assess the functional effects of ischemia/reperfusion in 
isolated rat heart revealed that the compound PD153035 protect the myocardium from 
ischemia (figure 21). The administration of PD153035 at 1 µM avoided the myocardial 
stunning and dysfunction observed after 40 min of continuous stop-flow ischemia. This 
effect was completely abolished by the co-administration of the unspecific adenosine 
receptor antagonist 8 PT (figure 22), indicating that this effect is also mediated by 
adenosine. 
In summary, we have shown in this study that the quinazoline compounds formerly 
demonstrated to have the ability to inhibit tyrosine kinases produces 1) an indirect pressor 
response via a reduction in heart rate, 2) a concentration-dependent reduction in heart rate 
mediated by the activation of adenosine receptors, 3) protection of myocardium from 
ischemia/reperfusion also by a mechanism mediated by the activation of adenosine 
receptors. In conclusion, our results indicated that the quinazoline compounds tested in the 
present study have additional pharmacological effects rather than the inhibition of tyrosine 
kinases. These additional effects are mediated by adenosine receptors and might be 
dependent on a direct activation of the adenosine receptors or even on the increase in 
adenosine availability. Further studies are necessary to clarify the exact mechanisms by 






As proteínas tirosinas quinases (PTKs) são um grupo de enzimas que 
catalisam a transferência do fosfato terminal (γ-fosfato) do ATP para o grupo OH 
fenólico de resíduos tirosina específicos (Figura 1). 
 
 
Figura 1- Mecanismo simplificado de transferência do fosfato terminal do ATP 
para o grupo OH fenólico do resíduo tirosina. 
 
Essas enzimas, tanto aquelas associadas aos receptores transmembrana 
(receptores de tirosina quinase – EGF) como aquelas de localização citosólica 
(FAK, Src), participam do controle diversas funções celulares. 
A estrutura geral dos receptores tirosina quinases pode ser avaliada à partir 
da estrutura do receptor do fator de crescimento da epiderme (EGF). Este receptor 
é uma glicoproteína com 170 KDa, que possui uma região de ligação extracelular 
que fixa o EGF, uma região transmembrana e uma porção intracelular, a qual 
exibe atividade de tirosina quinase. A associação do EGF ao receptor resulta em 
ativação da tirosina quinase e conduz a autofosforilação de no mínimo cinco 
tirosinas localizadas em sua extremidade com COOH terminal. Estes eventos 
iniciais são seguidos de fosforilação de várias proteínas, o que é responsável 
pelos inúmeros efeitos celulares do EGF (OSHEROV, N. et al. 1994; WARD, W. H. J. 
1994). 
As tirosinas quinases citosólicas têm estruturas semelhantes no sítio 
tirosina quinases e módulos funcionais nas regiões N e C-terminal. 
A expressão acentuada da atividade da tirosina quinase do receptor EGF, 
normal ou mutagênica, assim como de outras tirosinas quinases, pode resultar em 
perda do controle do crescimento celular e, então, levar a uma proliferação 
irregular, associada à formação de tumores malígnos (CIARDIELLO, F et al. 2000). 
Por outro lado, o bloqueio da função do receptor de EGF por anticorpos 
monoclonais, causa a regressão de tumores em camundongos portadores de 
carcinomas epidermóide humano A-431, colorretal SW948 e nasofaríngeo 
(BRIDGES, A. J et al.. 1996 ; GAZIT, A. et al.. 1996). Diversos estudos 
demonstraram que existem correlações entre a atividade tirosina quinase do 
receptor EGF e câncer de mama, próstata, pulmão, pescoço, esôfago etc. 
O conhecimento do processo de inibição da atividade dessas enzimas da 
família do receptor EGF (EGFR), bem como de outras tirosinas quinases, pode 
resultar em benefício terapêutico, já que estas enzimas têm funções celulares 
múltiplas e a alteração de suas atividades pode contribuir para a patogenia de 
várias doenças, incluindo algumas do sistema cardiovascular como hipertrofia 
cardíaca e aterosclerose (YAMAZAKI, T et al. 1998). Com este objetivo, foram 
introduzidos compostos com estruturas capazes de atuar com potência e 
especificidade sobre essas enzimas, tendo estes compostos recebido o nome 
genérico de “tyrphotins (“tyrosine phosphorilation inhibitors”), (LEVITZKI, A. 1999). 
Entre estes compostos existentes, se destacam as classes estruturais das 
quinazolinas, piridopirimidinas e pirrolopirimidinas (FRY, D.W. 1999; LEVITZKI, A 
1999). Estes compostos são considerados competidores do ATP, já que ocupam o 
sítio de ligação do ATP nas tirosina quinases e impedem a transferência de  
fosfatos para os resíduos de tirosina. 
A quinazolina (1) é uma 1,3-benzodiazina com a mesma estrutura das 
bases pirimidínicas (uracila, timina e citosina) presentes nos ácidos nucléicos. O 
nome quinazolina foi proposto devido a estes compostos serem isômeros com as 
cinolinas (2) e quinoxalinas (3). 
 
 
Figura 2.Estrutura básica da quinazolina (1) e seus isômeros (2 e 3). 
 
Os derivados de quinazolinas têm efeitos pleiotrópicos, com capacidade de 
afetar as funções e atividades de receptores α1-adrenérgicos (BOLOGNESI, M. L. et 
al. 2001), fosfodiesterases (TAKASE, Y et al.. 1994; WATANABE, N et al. 2000; 
UKITA, T et al. 2001), tirosina quinases (LEVITZKI, A 1999) e descoberto mais 
recentemente de adenosina quinases (Jarvis, M. F. et. al., 2000; COWART M et al.. 
2001). Nos últimos anos, os estudos com derivados quinazolínicos tiveram grande 
progresso no combate das doenças proliferativas como o câncer, baseados 
principalmente na propriedade inibidora  de tirosina quinases destes compostos. 
As 4-anilinoquinazolinas foram descobertas há 8 anos (FRY, D. W et al. 
1994; GAZIT, A et al. 1996), sendo que a 6,7-dimetóxi-4-(N-3-
bromofenil)aminoquinazolina (14 – figura 3) foi o primeiro composto identificado 
como inibidor competitivo do ATP em células A-431 (IC50 de 0,025 nM), com 
elevada potência e alta especificidade sobre a atividade dessas enzimas. 
O derivado da 4-anilinoquinazolinas 16 (ZD 1839 - Iressa) e 17 (CP 358774 
– Pfizer) são inibidores reversíveis de tirosina quinases (figura 3). Estes 
compostos encontram-se em teste para o tratamento de pacientes com câncer 
(FRY, D.W 1999; BARKER, A.J et al. 2001; MOYER, J.D. et al. 1997). 
 A 4-anilinoquinazolina 16 (ZD 1839 - Iressa) foi descoberta em 1996 e os 
testes mostraram potências na faixa de 23 nM em células isoladas e 80 nM in vivo. 
É um inibidor oralmente ativo e com alta especificidade sobre as tirosinas 
quinases, sem afetar outras quinases. Os experimentos, em ratos tratados por um 
período de 4 meses, mostraram que o composto possui biodisponibilidade oral 
excelente e baixa toxicidade. Já a quinazolina 17 (CP 358774 – Pfizer) mostrou 
ser eficiente in vitro e in vivo, em células cancerosas de pescoço e cabeça (IC50 de 
2 nM) (MOYER, J.D. et al. 1997). 
 
 
Figura 3-Estruturas dos inibidores reversíveis da família do receptor EGF 
 
Como citado anteriormente, os compostos derivados de quinazolínas 
podem apresentar atividade diferente daquela sobre as tirosinas quinases O 
prazosim (4) é uma quinazolina com propriedades antagonistas competitivas não 
seletivas para receptores α-adrenérgicos. Este composto tem efeito vasodilatador 
tendo sido utilizado na terapia anti-hipertensiva, assim como alguns de seus 
derivados estruturais como o ciclazosim (5), que possui uma afinidade maior para 
os receptores α1-adrenérgicos, com uso no tratamento da hiperplasia prostática 
benigna (MINARINI, A. et al. 1998). 
 
 
Figura 4- Estrutura dos derivados quinazolínicos com propriedades antagonistas 
para receptores α-adrenérgicos. 
 
Compostos quinazolínicos também podem ter efeito inibidor sobre 
fosfodiesterases. As fosfodiesterases (PDEs) são enzimas responsáveis pela 
hidrólise do cAMP (6) e cGMP (7) a 5’-AMP e 5’-GMP, respectivamente, através 
da clivagem da ligação fosfodiéster entre os átomos de fósforo e oxigênio da 
posição 3’ dos nucleotídeos. Os nucleotídeos cíclicos cAMP (adenosina 3’,5’-
monofosfato cíclico) (6) e cGMP (guanosina 3’,5’-monofosfato cíclico) (7) são 
conhecidos como os mensageiros secundários de receptores acoplados às 
proteínas quinases A (PKA- proteína quinase cAMP dependente) e G (PKG- 
proteína quinase cGMP dependente) e regulam muitas funções em vários tecidos, 
tais como as do músculo cardíaco (vasoconstrição e vasodilatação). As 
concentrações de cAMP (6) e cGMP (7) no interior das células são controladas 




Figura 5- Estruturas dos nucleotídeos cíclicos cAMP (6) e cGMP (7) 
 
O AMP cíclico (6) é sintetizado a partir do ATP (adenosina trifosfato) sob a 
ação da enzima adenilato ciclase (ATP → cAMP + PPi). Muitas drogas, hormônios 
e neurotransmissores diferentes produzem seus efeitos ao aumentar ou reduzir a 
atividade catalítica da adenilato ciclase, elevando ou diminuindo a concentração 
de cAMP (6) no interior da célula. Este nucleotídeo cíclico regula enzimas que 
participam no metabolismo energético, divisão e diferenciação celulares, 
transporte de íons, canais iônicos e proteínas contráteis no músculo liso (TAKASE, 
Y. et al. 1994; WATANABE, N. et al. 2000; UKITA, T. et al. 2001). 
O GMP cíclico (7) é sintetizado a partir do GTP (guanosina trifosfato) sob a 
ação da enzima guanilato ciclase (GTP → cGMP + PPi). Esta enzima é ativada 
por substâncias tais como o fator natriurético atrial (ANF) (receptores que ocorrem 
nas células do músculo liso dos vasos sangüíneos) e óxido nítrico (NO) 
(encontrado no músculo liso do coração e vasos sangüíneos). A função do cGMP 
(7) no músculo cardíaco é sinalizar o relaxamento através da PKG e da retirada de 
Ca2+ intracelular. 
 As PDEs são classificadas em várias famílias de isoenzimas, de acordo 
com a seqüência de aminoácidos, propriedade bioquímica e sensibilidade a vários 
agentes farmacológicos. Algumas PDEs são altamente específicas na hidrólise do 
cAMP (PDE4, PDE7 e PDE8), outras são específicas para o cGMP (PDE5, PDE6 
e PDE9) e algumas apresentam especificidade para ambos cAMP e cGMP (PDE1, 
PDe2, PDE3 e PDE10). No entanto, entre as 10 famílias de PDEs, a 
fosfodiesterase do tipo 5 (PDE5), que é altamente específica para cGMP, tem sido 
objeto de muita atenção por parte dos pesquisadores. Como o nucleotídeo cíclico 
cGMP controla funções vasculares, um inibidor de PDE5, que eleva o nível de 
cGMP no interior das células, é considerado um fármaco potencial para o 
tratamento de doenças cardiovasculares, como por exemplo, hipertensão, angina, 
insuficiência cardíaca e impotência. 
 
Figura 6- Inibidores de fosfodiesterase do tipo 5 (PDE5) 
 
Para este fim, várias classes estruturais têm sido investigadas quanto à 
potência e especificidade na inibição da PDE5. Dentre estes inibidores, o Sildenafil 
(8, Viagra), que é utilizado no tratamento de impotência, é reconhecido como o 
mais potente inibidor de PDE5 (IC50 ~4 nM). O zaprinast (9) é o inibidor clássico e 
apresenta uma moderada seletividade para esta enzima (IC50= 800 nM). No 
entanto, inibidores potentes e seletivos tais como DMPPO (10) e derivados de 
quinazolinas (11-13) (TAKASE, Y. et al. 1994) têm sido relatados como fármacos 
potenciais para o tratamento de doenças cardiovasculares. 
Nos últimos anos observou-se um grande progresso no entendimento dos 
mecanismos moleculares envolvidos na manutenção da atividade contrátil do 
coração, bem como nos que geram o desenvolvimento da hipertrofia e da falência 
miocárdica. Estudos preliminares evidenciam a ativação de tirosina quinases em 
processos de degeneração do coração, seja ela aguda ou crônica, evidenciando a 
importante participação destas enzimas na ocorrência de cardiopatias 
(RAPUNDALO, S. T. 1998). Dentre essas enzimas, destaca-se o complexo 
FAK/Integrinas responsável pela ativação de vias de sinalização que levaria ao 
processo de hipertrofia cardíaca (FRANCHINI, K. G. et al. 2000; DOMINGOS, P. P et 
al. 2002). Neste contexto, a interferência nas vias de sinalização relacionadas ao 
sistema FAK/Integrinas ou outras tirosinas quinases teria grande relevância para o 
tratamento da insuficiência cardíaca. No entanto, a utilização de quinazolinas e 
seus derivados no estudo do desenvolvimento das cardiopatias ainda é pouco ou 















O presente estudo teve como objetivos: 
 
1- Avaliar os efeitos de compostos quinazolínicos com propriedades inibidoras de 
tirosina quinase sobre a função cardíaca (pressão e freqüência) em preparações 
de corações isolados de ratos (Langendorff). 
2- Avaliar os efeitos do composto quinazolínico PD153035 durante a isquemia do 











3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
3.1- Compostos Quinazolínicos 
 
 Os derivados quinazolínicos foram gentilmente cedidos pelo Dr. Roberto 
Rittner e pela Dra. Silvana Rocco do Laboratório de Fisico-Química Orgânica do 
Instituto de Química da Universidade Estadual de Campinas. Utilizamos os 
compostos PD153035 – Cloridrato de 6,7-dimetóxi-4-N-(3’-
bromofenil)aminoquinazolina; DMA – Cloridrato de 6,7-dimetóxi-4-N-(3’-N,N-
dimetilfenil)aminoquinazolina; CLQUI – Cloridrato de 6,7-dimetóxi-4-
cloroquinazolina (figura 7)  
 




 Foram utilizados ratos Wistar, machos, fornecidos pelo Centro de 
Bioterismo da Unicamp (CEMIB), Campinas-SP, com pesos entre 200 e 250g. 
 
3.3- Sistema de Perfusão de coração isolado (Técnica de 
Langendorff) 
 
 O sistema de perfusão de coração isolado foi constituído com um sistema cata-
bolhas de vidro e envolvido por jaqueta de água conectada a um circulador para 
aquecimento do tampão de perfusão a 37ºC, como indicado no esquema da Figura 8. 
 
 
Figura 8- Esquema do sistema de perfusão de coração isolado e registro da 
pressão ventricular esquerda utilizado. 
 A extremidade superior do cata-bolhas foi conectada a um reservatório 
constituído de um frasco de Mariotti contendo a solução tampão de perfusão. 
Neste reservatório, o tampão era oxigenado com O2 a 100% com fluxo controlado 
de forma a manter a pressão no frasco próxima a 70mmHg. A extremidade inferior 
do cata-bolhas foi conectada a uma cânula de vidro que por sua vez, era 
conectada à aorta ascendente para perfusão retrógrada. Em paralelo, foi montado 
um balão de látex preenchido com salina e conectado a uma seringa de Hamilton 
para controle de seu volume e também a um transdutor de pressão para registro 
contínuo da pressão intraventricular. 
 
3.3.1- Canulação e Acoplamento do Coração ao Sistema 
 
 Ratos Wistar foram anestesiados com Pentobarbital Sódico (50mg/Kg) e 
receberam injeção intraperitoneal de heparina sódica (1000 UI). Os animais foram 
colocados em mesa cirúrgica aquecida a 38ºC, entubados por via orotraqueal com 
tubo plástico de GelcoR e submetidos a ventilação controlada com ventilador 
Harvard e ar enriquecido com oxigênio a 100%. A temperatura corpórea e a 
ventilação permaneceram controladas durante o período de retirada do coração 
da cavidade torácica. 
 A cavidade torácica foi aberta através de secção sagital do esterno; a aorta 
ascendente foi identificada, seccionada e conectada ao sistema de perfusão, onde 
foi fixada com fio de algodão 3.0, sendo iniciada imediatamente a perfusão com 
solução tampão de HEPES: Tampão HEPES (ácido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-
etanosulfônico ) 20mM, NaCl 137mM, MgSO4 1,2mM, KCl 5mM, CaCl2 1,5mM e 
Glicose 6 mM, com pH 7,4, acrescentando insulina (100 UI), xilocaína (1000 UI) e 
heparina (1000 UI), enriquecido com 100% de oxigênio a uma pressão hidrostática 
de 70mmHg e temperatura a 37ºC. 
 
3.3.2- Sistema de Registro e monitoração da pressão intraventricular 
 
 A monitoração da pressão intraventricular esquerda foi realizada com balão 
de látex, inserido no ventrículo esquerdo (VE) através do átrio esquerdo (AE). Este 
cateter foi conectado a um transdutor de pressão (COBE, ARVADA, USA) para 
registro contínuo de pressão intraventricular. Para tanto, utilizou-se sistema de 
registro Dataq (USA) com programa de aquisição e análise Windaq PRO. 
 O sinal da onda de pulso da pressão foi amplificado em amplificador GP4A 
Steamtech, USA, convertido em sinal digital (freqüência de amostragem de 300 
Hz) e gravado em computador para análise posterior. A onda de pressão 
ventricular foi analisada quanto ao pico máximo (Pressão Sistólica), nadir 
(Pressão Diastólica), derivada da pressão em relação ao tempo (±dP/dT) e 
freqüência cardíaca. 
 
3.4- Procedimento para Construção da Curva Concentração-Efeito 
de Compostos Quinazolínicos em Corações Isolados de Ratos 
 
 As curvas concentração-efeito (efeito de aumento da pressão do ventrículo 
esquerdo e queda da freqüência cardíaca) de compostos quinazolínicos foram 
obtidas em coração isolado de rato, através do aumento das concentrações dos 
compostos em meia unidade logarítmica entre doses sucessivas. Os dados 
obtidos das curvas concentração-efeito em corações isolados de ratos foram 
avaliados segundo a equação descrita a seguir: 
E = Emáx/ ((1+(10c/10x)n) + φ) 
 A letra E representa o aumento da pressão do ventrículo esquerdo ou a 
queda da frequência dos batimentos cardíacos em resposta à injeção de 
quinazolina (efeito); Emáx representa o efeito máximo que a quinazolina pode 
produzir; c representa o logaritmo da EC50, definida como a concentração do 
composto quinazolínico que produz metade da resposta máxima; x representa o 
logaritmo das concentrações das quinazolinas; o exponencial n é o coeficiente 
angular ou inclinação, o qual define o tipo de curva concentração-efeito obtida e, 
finalmente, o símbolo φ representa a resposta observada na ausência da 
quinazolina (φ = zero).  
 A análise de regressão não linear para determinar os parâmetros Emáx, 
logEC50 e n foi obtida utilizando-se o programa GraphPad Prism (GraphPad 




Protocolo 1- Experimentos para obtenção de curvas concentração-resposta 
de compostos quinazolínicos em corações isolados de ratos. 
 
 Os corações foram conectados ao sistema de perfusão, estabilizados 
durante 15 minutos e registradas as pressões ventriculares e freqüência cardíaca 
durante período controle (10 minutos)  e durante injeções de concentrações 
crescentes de compostos quinazolínicos, com 1 (um) minuto de intervalo entre 
uma injeção e outra, mantendo-se a pressão diastólica em 5 mmHg. O volume 
máximo de quinazolina injetado foi de 200µL com fluxo de 100 µL/minuto através 
de bomba de infusão contínua KD Scientific 200 - USA. 
 Nestes procedimentos foram avaliados os efeitos dos receptores β-
adrenérgicos e canais de cálcio tipo L nas respostas ao compostos quinazolínico 
DMA através de bloqueio com propranolol (2µM) e diltiazem 
(2µM),respectivamente, administrados no tampão de perfusão. Além disso 
,também verificamos os efeitos da redução da concentração de cálcio no tampão 
de perfusão sobre a resposta ao DMA 
 
Protocolo 2- Experimentos para obtenção de curvas concentração-resposta 
de DMA em corações isolados submetidos a controle de freqüência cardíaca 
(240bpm). 
 
Os corações foram conectados ao sistema de perfusão, estabilizados 
durante 15 minutos e registradas as pressões ventriculares e freqüência cardíaca 
durante período controle (10 minutos) sendo a freqüência mantida estável a 240 
bpm ,através de estimulador elétrico modelo CP&D-CEB/UNICAMP-OS e durante 
injeções de concentrações crescentes de DMA, com 1 (um) minuto de intervalo 
entre uma injeção e outra, mantendo-se a pressão diastólica em 5mmHg. O 
volume máximo de DMA injetado foi de 200µL com fluxo de 100µL/minuto através 
de bomba de infusão contínua KD Scientific 200 – USA. 
 
Protocolo 3- Experimentos para obtenção de curvas concentração-resposta 
de adenosina em corações isolados de ratos. 
 
Os corações foram conectados ao sistema de perfusão, estabilizados 
durante 15 minutos e registradas as pressões ventriculares e freqüência cardíaca 
durante período controle (10 minutos) e durante injeções de concentrações 
crescentes de adenosina, com 1 (um) minuto de intervalo entre uma injeção e 
outra, mantendo-se a pressão diastólica em 5mmHg. O volume máximo de 
adenosina injetado foi de 200µL com fluxo de 100µL/minuto através de bomba de 
infusão contínua KD Scientific 200 – USA. 
Também verificamos os efeitos do inibidor dos receptores de adenosina, 8 
fenilteofilina (8-F T), administrado no tampão de perfusão na concentração de 
1µM, sobre a resposta à adenosina. 
 
Protocolo 4.- Avaliação do efeito do PD 153035 sobre a isquemia miocárdica 
em corações isolados de ratos. 
 
 Os corações foram conectados ao sistema de perfusão e após um período 
de 15 minutos de estabilização iniciou-se período de registro controle da pressão 
do ventrículo esquerdo (10 minutos), seguidos de um período de 40 minutos de 
isquemia provocada por interrupção do fluxo coronário. Após este período, foi 
reiniciada a perfusão e a pressão ventricular registrada por mais 35 minutos 
 Para a avaliação do efeito do composto quinazolínico PD 153035 sobre a 
função ventricular após a isquemia miocárdica, utilizamos corações isolados 
perfundidos com diferentes concentrações de PD 153035. (10pM, 1nM e 100nM), 
desde o início do experimento. Para identificar os mecanismos responsáveis pela 
proteção miocárdica conferida pelo PD 153035, utilizamos o inibidor inespecífico 
de receptores de adenosina, 8-fenilteofilina (1µM), administrado no tampão de 
perfusão. 
 
3.5- Análise Estatística 
 
 Dados são apresentados como médias e erro padrão. As curvas 
concentração-resposta aos compostos quinazolínicos em corações isolados foram 
ajustadas ao modelo sigmóide, analisando-se os valores de efeito máximo (Emax) e 
as concentrações que causam 50% de Emax (EC50). O programa InStat (GraphPad 
Software) foi utilizado para as análises estatísticas. Diferenças entre valores 
médios foram testadas com ANOVA sendo o teste pos hoc o de Bonferroni. 






1. EFEITO DE COMPOSTOS QUINAZOLÍNICOS PD153035, CLQUI E DMA 
SOBRE A PRESSÃO SISTÓLICA DO VENTRÍCULO ESQUERDO E 
FREQUÊNCIA CARDÍACA DE CORAÇÕES ISOLADOS DE RATOS. 
Na figura 9 estão representados exemplos típicos de registro de pressão, realizados 
para avaliar o efeito de injeções de concentrações crescentes de compostos quinazolínicos, 
bem como do veículo dimetil sulfóxido (DMSO), sobre a função de corações isolados de 
ratos. Foram avaliados os efeitos de três compostos quinazolínicos diferentes, além do 
veículo. Todos os compostos causaram aumento de pressão sistólica do ventrículo esquerdo 
(PSVE) dependente da concentração injetada, com exceção do DMSO. Como pode-se 
observar dos exemplos da figura 9, os compostos testados apresentaram diferentes 
potências quanto aos seus efeitos pressores em corações isolados. O DMA foi o composto 
que produziu maior resposta pressora quando infundido em concentrações entre  
30pM - 2µM (resposta pressora máxima = 27 ± 3 mmHg), enquanto o PD 153035 
























































































Figura 9- Exemplos representativos de registros de pressão sistólica do ventrículo
esquerdo (PSVE) de experimentos concentração-resposta de compostos quinazolínicos
em corações isolados de ratos. 
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Na figura 10 e figura 11 estão representadas as relações concentração-resposta 
de pressão arterial e de freqüência cardíaca, respectivamente, dos três compostos 
quinazolínicos mencionados anteriormente. As respostas de pressão sistólica do ventrículo 
esquerdo (Fig. 10) foram expressas como valores fracionais, enquanto as respostas de 
freqüência cardíaca (Fig 11) foram expressas como valores absolutos. O aumento de 
pressão sistólica foi de aproximadamente 35%, 30% e 14% para DMA, CLQUI e 
PD153035 em relação aos valores basais absolutos de pressão sistólica, respectivamente. 
Os valores de Emax calculados para as respectivas curvas foram de 0,9±0,2 (DMA);  
0,6±0,2 (CLQUI); 0,3±0,1 (PD153035), em valores fracionais (tabela 1), sendo que o teste 
estatístico não demonstrou diferença significativa entre os grupos. As EC50 para as curvas 
de pressão do DMA e do CLQUI foram estatisticamente maiores que aquela do PD153035, 
no entanto não houve diferença entre as EC50 de DMA e CLQUI (Tabela 1). 
Em resposta às 3 drogas mencionadas, ocorreu diminuição concentração-
dependente da freqüência cardíaca (Fig 11). A respostas bradicárdicas não foram diferentes 
entre si, sendo de aproximadamente 24%, 29% e 25% para DMA, CLQUI e PD153035, 
















Tabela 1- Valores de Emax , EC50 ( nM ) e LogEC50 na resposta pressora fracional à infusão 
de concentrações crescentes de DMA, CLQUI e PD153035 em corações 
isolados de ratos (média ± E.P.M.). 
 




0,9 ± 0,2 
 
0,6 ± 0,2 
 




0,1 ± 0,03 
 
0,6 ± 0,5 
 




-9,9 ± 0,3 
 
-9,2 ± 0,5 
 
-8,2 ± 0,2 
    
 
 
Figura 10- Curvas concentração-resposta ao DMA, CLQUI e PD1503035 sobre a pressão 
sistólica do ventrículo esquerdo de corações isolados de ratos (expressas em 
valores fracionais). Os dados são representados como médias ± E.P.M.. 
Resultados 
42
Tabela 2- Valores de freqüência cardíaca inicial e final ( bpm ) em resposta à infusões de 
concentrações crescentes de DMA, CLQUI e PD153035 em corações isolados 
de ratos ( média ± E.P.M.). 





228 ± 7 
 
242 ± 5 
 





173 ± 8 
 
173 ± 1 
 
164 ± 3 
    
 
 
Figura 11- Curvas concentração-resposta ao DMA, CLQUI e PD153035 sobre a freqüência 
cardíaca de corações isolados de ratos (expressas em valores absolutos). Os 




2. EFEITO DOS BLOQUEIOS COM PROPRANOLOL, DILTIAZEM E REDUÇÃO 
NA CONCENTRAÇÃO DE CÁLCIO SOBRE OS EFEITOS PRESSOR E 
BRADICÁRDICO DO DMA. 
Com base nos resultados apresentados no item anterior, optamos por avaliar os 
possíveis mecanismos envolvidos nas respostas pressora e bradicárdica apenas do DMA. 
Na figura 12 são representadas relações concentração-resposta de (A) pressão ventricular e 
(B) freqüência cardíaca em valores absolutos ao DMA em coração perfundidos com tampão 
HEPES puro ou tampão HEPES acrescido de propranolol (2 µM), de diltiazem (2µM) ou 
com baixa concentração de cálcio. Escolhemos mostrar inicialmente os resultados das 
respostas pressora e bradicárdica em valores absolutos para que ficassem evidentes os 
efeitos dos bloqueadores e da redução da concentração de cálcio nos níveis basais destas 
variáveis. Como esperado a perfusão com propranolol, diltiazem ou solução com 
concentração reduzida de cálcio provocaram redução na pressão ventricular basal.  
Os corações perfundidos com propranolol, diltiazem ou com menor concentração de cálcio 
tiveram redução nos valores de pressão basal de 14%; 34% e 41%, respectivamente  
(tabela 3-A), comparados aos valores observados em corações perfundidos com tampão  
HEPES puro. No entanto, os grupos de corações perfundidos com propranolol ou diltiazem 
não apresentaram alterações na resposta pressora ao DMA, comparados ao controle. Já a 
redução da concentração de cálcio à metade da usada no controle ([Ca+2] = 0,75mM), 
reduziu a resposta pressora fracional do DMA em 30% (tabela 6), comparada com a 
resposta pressora fracional dos corações perfundidos com HEPES com concentração 
normal de cálcio. Por outro lado, tanto o propranolol, como o diltiazem, como a baixa 
concentração de cálcio, não modificaram significativamente a frequência cardíaca basal, 







Tabela 3-A- Valores de Emax (mmHg), EC50 (nM) e LogEC50 na resposta pressora à infusão 
de concentrações crescentes de DMA em corações isolados perfundidos com 
tampão HEPES puro e acrescido de propranolol, diltiazem ou com redução na 












118 ± 1 
 
101 ± 1 
 
78 ± 1 
 




0,17 ± 0,05 
 
0,24 ± 0,01 
 
0,13 ± 0,05 
 




-9,9 ± 0,2 
 
-9,6 ± 0,2 
 
-9,9 ± 0,2 
 
-9,5 ± 0,6 
     
 
Tabela 3-B- Valores de frequência cardíaca inicial e final (bpm) na resposta à infusão de 
concentrações crescentes de DMA em corações isolados perfundidos com 
tampão HEPES puro e acrescido de propranolol, diltiazem ou com redução na 
concentração de cálcio (DMA – Ca2+) (médias ± E.P.M.). 









240 ± 15 
 
247 ± 13 
 
256 ± 5 
 
221 ± 17 
Frequência 
Cardíaca   final 
 
174 ± 10 
 
150 ± 1 
 
162 ± 9 
 
162 ± 7 


















Figura 12- Curvas concentração-resposta ao DMA em relação à pressão sistólica (A) e 
freqüência cardíaca (B) (expressas em valores absolutos) na presença de 
propranolol, diltiazem e redução na concentração de cálcio em corações 










Na figura 13, está representada a relação concentração-resposta de pressão 
ventricular ao DMA em valores fracionais em experimentos onde os corações foram 
perfundidos com propranolol  (2µM)  ou tampão  HEPES puro. Este gráfico confirma nossa 
observação anterior de que o propranolol mesmo reduzindo a pressão ventricular basal não 
modifica a resposta pressora ao DMA, indicando que o efeito pressor do DMA não é 
dependente de ativação -adrenégica. 
 
Tabela 4- Valores de Emax, EC50 (nM) e LogEC50 na resposta pressora fracional à infusão 
de concentrações crescentes de DMA em corações isolados perfundidos com 
tampão HEPES puro ou acrescido de propranolol ( médias ± E.P.M.). 
 




0,93 ± ,03 
 




0,14 ± 0,07 
 




-9,9 ± 0,2 
 
-9,7 ± 0,1 






















Figura 13- Curvas concentração-resposta ao DMA em relação ao aumento de pressão 
sistólica (expressas como resposta fracional) de corações isolados controle e 
perfundidos com 2µM de propranolol. Emax: 0,9±0,03; 0,9±0,03 Os dados são 








Na figura 14, está representada a relação concentração-resposta de pressão 
ventricular ao DMA em valores fracionais em experimentos onde os corações foram 
perfundidos com diltiazem (2µM) ou tampão HEPES puro. Este gráfico confirma nossa 
observação anterior de que o diltiazem mesmo reduzindo a pressão ventricular basal não 
modifica a resposta pressora ao DMA, indicando que o efeito pressor do DMA não é 
dependente de ativação de canais tipo L de cálcio. 
 
Tabela 5- Valores de Emax, EC50 (nM) e LogEC50 na resposta pressora fracional à infusão 
de concentrações crescentes de DMA em corações isolados perfundidos com 
tampão HEPES puro ou acrescido de diltiazem  
(médias ± E.P.M.). 




0,93 ± 0,03 
 




0,14 ± 0,07 
 




-9,9 ± 0,2 
 
-9,9 ± 0,1 



















Figura 14- Curvas concentração-resposta ao DMA em relação ao aumento de pressão 
sistólica (expressas como resposta fracional) de corações isolados controle e 
perfundidos com 2µM de diltiazem. Emax= 0,9±0,03. Os dados são 







Na figura 15, está representada a relação concentração-resposta de pressão 
ventricular ao DMA em valores fracionais em experimentos onde os corações foram 
perfundidos com tampão HEPES com reduzida concentração de cálcio ou tampão HEPES 
puro. Os resultados mostrados neste gráfico confirmam nossa observação anterior de que a 
redução da concentração de cálcio reduz tanto o nível basal de pressão ventricular como a 
resposta pressora ao DMA. No entanto, no houve diferença significativa entre as EC50. 
 
Tabela 6- Valores de Emax, EC50 (nM) e LogEC50 na resposta pressora fracional à infusão 
de concentrações crescentes de DMA em corações isolados perfundidos com 
tampão HEPES puro ou com baixa concentração de cálcio ( médias ± E.P.M.). 
 




0,93 ± 0,03 
 




0,14 ± 0,07 
 




-9,9 ± 0,2 
 
-9,5 ± 0,2 























Figura 15- Curvas concentração-resposta ao DMA em relação ao aumento de pressão 
sistólica (expressas como resposta fracional) de corações isolados controle e 
perfundidos com metade da concentração de cálcio no tampão de perfusão. 
Emax: 0,65±0,02 O dados são representados como média ± E.P.M. *p <0,05 
comparados a valores controle. 
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3. CURVAS DE CORRELAÇÃO ENTRE PRESSÃO SISTÓLICA E FREQUÊNCIA 
CARDÍACA. 
De acordo com os resultados anteriores, em todos os experimentos 
concentração-resposta de DMA em coração isolado, observamos aumento de pressão 
sistólica do ventrículo esquerdo com queda simultânea de freqüência cardíaca, ambos 
dependente da concentração de DMA. Como em corações isolados e perfundidos com 
soluções cristalóides as variações de freqüência cardíaca podem modificar o aporte de 
oxigênio ao miocárdio e conseqüentemente a função miocárdica, é possível que reduções 
da freqüência cardíaca per se provoquem aumento na pressão sistólica. Desta forma, os 
efeitos pressores observados em resposta ao DMA poderiam ser conseqüente ao seu efeito 
bradicárdico e não a um estímulo inotrópico direto Para avaliar esta hipótese, estudamos 
inicialmente, se havia correlação entre os níveis de pressão e de freqüência cardíaca 
observados em doses crescentes de DMA. Na Fig. 16, está representada a correlação entre a 
pressão ventricular e a freqüência cardíaca, indicando existir uma relação inversa entre a 
pressão ventricular e a freqüência cardíaca na presença de doses crescentes de DMA.  
Como observado na Fig.17, também houve correlação inversa entre os níveis de 
pressão ventricular e de freqüência cardíaca em corações isolados tratados com doses 
crescentes de DMA na presença de bloqueadores propranolol e diltiazem e concentrações 






















Figura 16- Gráfico de correlação entre o aumento de pressão sistólica e queda de 
frequência cardíaca de corações isolados submetidos a injeções (bolus) de 















Figura 17- Gráficos de correlação entre o aumento de pressão sistólica e queda de 
frequência cardíaca de corações isolados submetidos a injeções (bolus) de 
DMA perfundidos com propranolol, diltiazem e com redução da concentração 




4. EFEITO DO CONTROLE DA FREQÜÊNCIA CARDÍACA SOBRE AS 
RESPOSTAS PRESSORAS AO COMPOSTO QUINAZOLÍNICO DMA EM 
CORAÇÕES ISOLADOS DE RATOS. 
Para confirmar nossa hipótese de que a resposta pressora ao DMA depende da 
bradicardia e não a uma ação direta do DMA no inotropismo de corações isolados de rato, 
realizamos experimentos onde a freqüência cardíaca foi mantida constante durante a 
infusão de concentrações crescentes de DMA, através da ação de estimulador elétrico. Na 
figura 18 está representada a relação concentração-resposta ao DMA em coração isolado 
submetido a estímulo elétrico. O controle da freqüência cardíaca praticamente aboliu a 
resposta pressora ao DMA. 
 
Figura 18- Curva concentração-resposta ao DMA em relação à pressão sistólica (expressa 
como valores absolutos) de corações isolados submetidos a estímulo elétrico. 




5. EFEITOS DOS COMPOSTOS QUINAZOLÍNICOS SOBRE  CORAÇÕES 
ISOLADOS SÃO SEMELHANTES AOS EFEITOS DA ADENOSINA. 
Os resultados obtidos com DMA e outros compostos quinazolínicos indicaram 
que o principal efeito funcional destes compostos em corações isolados de rato é a 
bradicardia, sendo o efeito pressor dependente da bradicardia e portanto, conseqüência de 
peculiaridades da preparação utilizada (I.e. coração isolado) e não um efeito direto. Como a 
resposta bradicárdica não foi alterada pelo bloqueio com propranolol ou diltiazem ou ainda 
com a redução na concentração de cálcio no tampão de perfusão levantamos a hipótese 
geral de que este efeito dos compostos quinazolínicos é dependente ou de efeito direto dos 
mesmos sobre as células marcapassos ou de efeito indireto através da secreção de 
compostos autócrinos ou parácrinos. Um dos possíveis responsáveis por estes efeitos é a 
adenosina, composto produzido endogenamente pelas células miocárdicas que produz 
efeitos, em corações isolados, semelhantes àqueles observados com os compostos 
quinazolínicos (i.e. bradicardia e aumento da pressão sistólica do ventrículo esquerdo). Para 
confirmar nossa hipótese, realizamos experimentos do tipo concentração-efeito com 
adenosina que demonstraram, como indicado na figura 19 que a adenosina produz aumento 
de pressão ventricular de 16 ±2 mmHg e redução da freqüência cardíaca de 
aproximadamente 19% (tabela 7-B) , em relação aos valores basais absolutos, na 
concentração de 1µM de adenosina (Resposta máxima). A EC50 para a resposta pressora da 
adenosina foi 7,0 ±1,4nM (tabela 7-A) e para a resposta bradicárdica de 1.8±1,4nM. Ambos 
os efeitos foram alterados pela ação do inibidor inespecífico do receptor de adenosina,  
8-fenilteofilina (1µM) (8-F T), adicionado no tampão de perfusão. De acordo com a figura 
19-A, o aumento de pressão sistólica em resposta a infusão de concentrações crescentes de 
adenosina, tanto em corações controle, como naqueles tratados com o inibidor do receptor 
de adenosina, foi praticamente o mesmo. No entanto, na presença do inibior, houve 
deslocamento da EC50 para a direita, assumindo o valor de 30 ± 19 nM (tabela 7-A). Em 




na presença do inibidor, com redução de aproximadamente 15%, comparado com valores 
basais (tabela 7-B).  
Com esses resultados, realizamos experimentos em corações isolados 
perfundidos com tampão HEPES puro (controle) ou tampão HEPES acrescido de  
1nM de PD153035 (PD 1nM) ou tampão HEPES acrescido de 1nM de PD153035  
mais 1µM de inibidor inespecífico dos receptores de adenosina, 8-fenil-teofilina (8-F T) 
(PD+Inibidor), que demonstraram, como indicado na figura 20.que a perfusão de corações 
com PD153035 reduz a freqüência cardíaca em aproximadamente 17% (tabela 8), 
comparados com os valores de frequência cardíaca de corações controle. No entanto, a 
perfusão de corações com PD153035 acrescido de 8-fenil-teofilina (8-F T), aboliu a 
bradicardia promovida pelo PD153035, confirmando assim a nossa hipótese de que o 





Tabela 7-A- Valores de Emax, EC50 (nM) e LogEC50 na resposta pressora fracional à 
infusão de concentrações crescentes de adenosina em corações isolados 
perfundidos com tampão HEPES puro ou com tampão HEPES acrescido de 
8-F T ( médias ± E.P.M.). 




















   
 
 
Tabela 7-B- Valores de frequência cardíaca inicial e final (bpm) na resposta à infusão de 
concentrações crescentes de adenosina em corações isolados perfundidos com 
tampão HEPES puro e tampão HEPES acrescido de 8-F T. (médias ± E.P.M.). 

































Figura 19- Curvas concentração-resposta à adenosina (ADO) em relação à (A) pressão 
sistólica (expressas como valores relativos) e (B) freqüência cardíaca 
(expressas em valores absolutos) de corações isolados de ratos. 
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Tabela 8- Valores de frequência cardíaca (bpm) de experimentos individuais de corações 
isolados perfundidos com tampão HEPES puro (controle), tampão HEPES 
acrescido de 1nM de PD153035 (PD 1nM) ou tampão HEPES acrescido de 1nM 
de PD153035 e 1µM de 8-F T (média .± E.P.M.). 
 




















Figura 20- Gráfico representativo das freqüências cardíacas de corações isolados de ratos 
perfundidos com tampão HEPES puro (controle) ou tampão HEPES acrescido 
de 1nM de PD153035 (PD 1nM) ou tampão HEPES acrescido de 1nM de 
PD153035 mais 1µM de inibidor inespecífico dos receptores de adenosina, 8-
fenil-teofilina (PD+Inibidor). Os dados estão representados com médias ± 
E.P.M. para 4 experimentos. * p < 0,05 comparado ao controle. 
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6. EFEITO DO COMPOSTO QUINAZOLÍNICO PD153035 SOBRE CORAÇÕES 
ISOLADOS SUBMETIDOS A ISQUEMIA-REPERFUSÃO. 
 
Com base no fato conhecido de que a adenosina protege o miocárdio de 
isquemia e também em nossos resultados que indicaram serem os efeitos cardíacos dos 
composto quinazolínicos por nós testados dependentes ou miméticos da adenosina, 
testamos então a hipótese de que estes compostos também protegem o coração de isquemia. 
Para tanto, estabelecemos protocolo de isquemia total de 40 minutos em corações isolados 
de ratos por interrupção do fluxo coronário. Nestes experimentos decidimos utilizar o 
composto PD153035 porque este foi anteriormente caracterizado como um inibidor da 
atividade das tirosinas quinases e encontra-se atualmente em testes terapêuticos em 
pacientes com câncer (BRIDGES, A. J. et al.1996; CIARDIELLO, F. 2000). 
Na figura 21 estão representados exemplos típicos de registros de pressão 
sistólica do ventrículo esquerdo de experimentos em corações isolados realizados para 
avaliar o efeito do PD153035 nas concentrações de 10pM, 1nM e 100nM  
(Figuras. 21-B,C e D, para as respectivas concentrações), sobre a isquemia do miocárdio. 
Os corações controle (Figura. 21-A) apresentaram, como esperado, queda abrupta da 
pressão ventricular e parada de batimentos após a interrupção do fluxo coronário. Após os 
40 min de isquemia, estes corações apresentaram retorno gradual dos batimentos 
(inicialmente bastante irregulares) e aumento da pressão ventricular diastólica e redução da 
pressão ventricular sistólica como esperado, permanecendo neste estado por até 30 min 
após a reperfusão, que foi o período de observação. A infusão contínua de PD153035 não 
impediu a parada de batimentos durante a isquemia, mas após a reperfusão estes corações 
apresentaram discreto aumento da pressão distólica e retorno aos níveis de pressão sistólica 
para aqueles observados no período de pré-isquemia, principalmente nos corações 
perfundidos com 1nM e100nM de PD153035.(Figura21-C e D, respectivamente)  
O bloqueio com o inibidor inespecífico da ação da adenosina em seus receptores (8-F T) 
aboliu completamente o efeito protetor do PD153035 (Figura 22), indicando ser este efeito 















Figura 21- Exemplos representativos de registros de pressão sistólica do ventrículo 
esquerdo de experimentos isquemia-reperfusão em corações isolados de ratos 
(A) controle e perfundidos com PD153035 nas concentrações de 10pM (B), (C) 















Figura 22- Exemplos representativos de registros de pressão sistólica do ventrículo 
esquerdo (PSVE) de experimentos isquemia-reperfusão em corações isolados 









Na figura 23 são representados os valores médios de (A) pressão ventricular 
esquerda desenvolvida e (B) pressão diastólica de experimentos de isquemia em corações 
isolados controle e perfundidos com concentrações de 10pM, 1nM e 100nM de PD153035 
submetidos à isquemia-reperfusão. Os valores pressores no período pré-isquêmico não 
apresentaram diferença entre os corações controle e perfundidos com PD153035. A 
perfusão de corações isolados individuais nas concentrações de 10pM, 1nM e 100nM de 
PD153035 aumentou significativamente a pressão ventricular esquerda desenvolvida no 
período pós-isquêmico em 68%, 140% e 140%, para as respectivas concentrações de 
PD153035 utilizadas e atenuou o aumento de pressão diastólica em 46%, 64% e 68%, para 
as respectivas concentrações, comparadas aos valores controle de pressão ventricular 















Figura 23- Gráfico representativo do efeito do PD153035 sobre a pressão ventricular 
esquerda desenvolvida (A) e pressão diastólica (B) em corações isolados 
controle e perfundidos com 10pM, 1nM e 100nM de PD153035, submetidos  a 
isquemia-reperfusão, . Os dados são representados como média ± E.P.M. para 
4 experimentos. * p < 0,05 comparado a valores controle. 
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Na figura 24 está representada a relação entre os valores médios de pressão 
ventricular esquerda desenvolvida (PVED) e pressão diastólica de corações isolados 
controle, perfundidos com 1nM de PD153035 e perfundidos com 1nM de PD153035 
acrescido de 1µM de 8-fenilteofilina (8-F T), submetidos ao protocolo de isquemia descrito 
anteriormente. O aumento da PVED no período pós-isquêmico, em experimentos de 
isquemia com PD153035 acrescido com 8-F T, foi de aproximadamente 21% em relação 
aos valores controle. Da mesma maneira, o efeito de diminuição da pressão diastólica foi de 
aproximadamente 18%. Nossos resultados mostraram que a perfusão de corações com 
PD153035 acrescido do inibidor aboliu o efeito protetor do PD153035, comparados com 










Figura 24- Gráfico representativo do efeito do PD153035 sobre a pressão ventricular 
esquerda desenvolvida (A) e pressão diastólica (B) em corações isolados 
controle e perfundidos com 1nM PD153035 acrescido de 1µM de 8-F T, 
submetidos  a isquemia-reperfusão. Os dados são representados como média ± 




















 No presente estudo avaliamos o efeito de compostos quinazolínicos com 
propriedades inibidoras de tirosina quinase sobre a função de corações isolados 
de ratos perfundidos em sistema de Langendorff. Os resultados demonstraram 
que 1) Derivados de compostos quinazolínicos induzem a aumento de pressão 
ventricular de maneira dependente da concentração com potencias na seqüência 
DMA>CLQUI>PD153035; 2) simultaneamente aos aumentos de pressão os 
compostos quinazolínicos produzem bradicardia, também dependente da 
concentração, no entanto, com potencias semelhantes entre si; 4) O efeito pressor 
é dependente da bradicardia como demonstrado pela abolição das respostas 
pressoras ao DMA quando a freqüência cardíaca foi mantida em nível constante 
pela estimulação elétrica através de marcapasso externo; 5) O efeito bradicárdico 
do PD153035 é dependente da ativação direta ou indireta dos receptores de 
adenosina, como demonstrado pela abolição deste efeito quando administrou-se 
bloqueador inespecífico de receptores de adenosina (8-fenil-teofilina) e 6) O 
derivado PD153035, confere proteção do miocárdio de rato a isquemia através da 
ativação de receptores de adenosina, como demonstrado pela manutenção da 
função contrátil após a isquemia miocárdica prolongada e o bloqueio deste efeito 
pelo inibidor inespecífico do receptor de adenosina 8-fenil-teofilina. 
De maneira, geral estes resultados indicam que os compostos 
quinazolínicos testados agem no coração isolado de ratos de maneira semelhante 
à adenosina. Não foi possível demonstrar neste estudo o mecanismo específico 
pelo qual os derivados de quinazolina avaliados no presente estudo mimetizam os 
efeitos de adenosina, i.e. se por efeito direto nos receptores de adenosina ou se 
por aumentar a biodisponibilidade da adenosina no miocárdio. Tampouco, foi 
possível demonstrar se a atividade inibidora de tirosina quinase destes compostos 
exerce algum efeito sobre a função de corações isolados de ratos. 
 O efeito pressor que acompanha a bradicardia em corações isolados de 
ratos perfundidos com soluções cristalóides é um fenômeno já conhecido. Os 
estudos que exploraram este fenômeno indicam que este efeito se deve a 
limitações inerentes da preparação e da capacidade de soluções cristalóides de 
suprir adequadamente a demanda energética do miocárdio. Assim, em situações 
de bradicardia, ocorre uma redução no consumo energético do miocárdio, o que 
permite a melhora no desempenho contrátil e consequentemente um aumento na 
pressão sistólica. Este efeito foi nitidamente demonstrado em nossos 
experimentos onde os corações foram submetidos a controle de freqüência 
cardíaca com o uso de estimulação elétrica externa onde o impedimento da 
bradicardia induzido pelos compostos quinazolínicos aboliu a resposta pressora 
aos mesmos. Da mesma forma, em estudos paralelos, demonstramos que o efeito 
pressor da adenosina verificado em corações isolados também é abolido pelo 
controle de freqüência cardíaca . 
 Nossos resultados também demonstraram que o bloqueio com antagonista 
inespecífico do receptor de adenosina bloqueia a bradicardia produzida pelo 
derivado quinazolínico PD153035, o que indica que este efeito é dependente da 
ação da adenosina em seus receptores ou da ação direta nos receptores de 
adenosina. 
 No coração os efeitos diretos da ADO são observados em cardiomiócitos 
(redução da frequência cardíaca), nas células da musculatura vascular lisa e 
células endoteliais (vasodilatação) e indiretamente sobre a transmissão sináptica 
do sistema nervoso autônomo ou em células inflamatórias (cardioproteção) 
mediados através da ativação de receptores de ADO do tipo A1, A2a e A3. 
(SHRYOCK, J.C. et al 1997; FREDHOLM, B.B., 2001; LINDEN, J. 2001; MUBAGWA, K. et 
al. 2001; SAFRAN, N. et al. 2001; CROSS, H.R. et al. 2002). O efeito bradicárdico da 
adenosina é bem conhecido e depende da ação deste composto sobre receptores 
A1, que são receptores tipo G proteínas, nas células marcapasso do nó sino-atrial, 
bem como nas células do nó átrio-ventricular. Estes receptores, por sua vez atuam 
ativando canais de potássio, e inibindo a ação da adenilato-ciclase, o que prolonga 
a despolarização diastólica. 
 Da mesma forma, nossos resultados demonstraram que os derivado 
quinazolínico PD153035 também protege o miocárdio de isquemia prolongada, 
efeito este observado em concentrações baixas do composto (~1 nM), o que 
sugere alta especificidade de ação e mecanismos de controle celular envolvidos 
na resposta de proteção miocárdica à isquemia. Por outro lado, a proteção 
miocárdica conferida pelo PD153035 também foi bloqueada pelo antagonista 
inespecífico dos receptores de adenosina, o que indica que este efeito é também 
dependente da ativação direta ou indireta de receptores de adenosina como o é o 
efeito bradicárdico deste derivado. 
 A adenosina protege o miocárdio e outros tecidos de hipóxia e isquemia 
através da ativação do receptor A1 e possivelmente do receptor A3. Os 
mecanismos envolvidos neste efeito não são bem conhecidos, no entanto, 
postula-se que a adenosina ativa os mecanismos de proteção tecidual por 
aumentar a atividade de canais de potássio ATP dependentes da mitocôndria 
através de vias de sinalização que envolvem a ativação da PKC (SHRYOCK, J.C. et 
al 1997; FREDHOLM, B.B., 2001; LINDEN, J. 2001; MUBAGWA, K. et al. 2001; SAFRAN, 
N. et al. 2001; CROSS, H.R. et al. 2002). 
 A demonstração no presente estudo de que os derivados quinazolínicos 
agem no coração isolado de ratos através de mecanismos semelhantes á 
adenosina está de acordo com demonstrações anteriores de estes compostos têm 
estrutura semelhante ao derivados purínicos ATP, ADP, AMP e a própria 
adenosina. Inclusive a ação inibidora de tirosina quinase tem por base a ocupação 
dos sítios de acoplamento do ATP por estes compostos nas referidas enzimas, 
provocando a inibição da atividade quinase das mesmas (REWCASTLE, G. W et 
al.1995). Além disso, existem comprovações de que derivados piridopirimidínicos 
têm efeito inibidor sobre a atividade de adenosina quinase (COWART, M. et al. 
2001). No contexto do presente estudo, é importante ressaltar que a adenosina 
quinase contribui de maneira importante para a biodisponibilidade de adenosina, já 
que com adenosina deaminase constituem-se nas duas principais vias de 
degradação da adenosina nas células. Desta forma, por bloquear a adenosina 
quinase, os derivados quinazolínicos utilizados no presente estudo poderiam 
produzir maior biodisponibilidade da adenosina no miocárdio que, por sua vez 
produziria os efeitos bradicárdico e de proteção miocárdica observados nos 
corações isolados no presente estudo. No entanto, permanece por ser esclarecido 
se estes compostos realmente bloqueiam a atividade de adenosina quinase em 
corações, bem como se este bloqueio é capaz de aumentar significativamente a 
concentração local de adenosina no miocárdio, explicando as respostas 
observadas. 
 
 Em conclusão, no presente estudo, avaliamos os efeitos de três derivados 
quinazolínicos com ação potencial de inibição da atividade de tirosinas quinases 
sobre o coração isolado de ratos. Demonstramos que em faixas amplas de 
concentrações (i.e de picomolar a micromolar), estes compostos produzem 
bradicardia e proteção miocárdica à isquemia através da ativação direta ou 
indireta de receptores de adenosina. Estudos adicionais são necessários para 
verificar se  a ação de inibição de tirosina quinase destes compostos produz algum 
efeito funcional no coração ou mesmos se estes compostos influenciam o 
desenvolvimento de patologias cardíacas que se acompanham de hipertrofia e 
falência miocárdicas.  
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No presente estudo avaliamos o efeito de compostos quinazolínicos com 
propriedades inibidoras de tirosina quinase sobre a função de corações isolados de ratos 
perfundidos em sistema de Langendorff. Os resultados demonstraram que 1) Derivados de 
compostos quinazolínicos induzem a aumento de pressão ventricular de maneira 
dependente da concentração com potencias na seqüência DMA>CLQUI>PD153035;  
2) simultaneamente aos aumentos de pressão os compostos quinazolínicos produzem 
bradicardia, também dependente da concentração, no entanto, com potencias semelhantes 
entre si; 3) O efeito pressor é dependente da bradicardia como demonstrado pela abolição 
das respostas pressoras ao DMA quando a freqüência cardíaca foi mantida em nível 
constante pela estimulação elétrica através de marcapasso externo; 4) O efeito bradicárdico 
do PD153035 é dependente da ativação direta ou indireta dos receptores de adenosina, 
como demonstrado pela abolição deste efeito quando administrou-se bloqueador 
inespecífico de receptores de adenosina (8-fenil-teofilina) e 5) O derivado PD153035, 
confere proteção do miocárdio de rato a isquemia através da ativação de receptores de 
adenosina, como demonstrado pela manutenção da função contrátil após a isquemia 
miocárdica prolongada e o bloqueio deste efeito pelo inibidor inespecífico do receptor de 
adenosina 8-fenil-teofilina. 
De maneira, geral estes resultados indicam que os compostos quinazolínicos 
testados agem no coração isolado de ratos de maneira semelhante à adenosina. Não foi 
possível demonstrar neste estudo o mecanismo específico pelo qual os derivados de 
quinazolina avaliados no presente estudo mimetizam os efeitos de adenosina, i.e. se por 
efeito direto nos receptores de adenosina ou se por aumentar a biodisponibilidade da 
adenosina no miocárdio. Tampouco, foi possível demonstrar se a atividade inibidora de 
tirosina quinase destes compostos exerce algum efeito sobre a função de corações isolados 
de ratos. 
O efeito pressor que acompanha a bradicardia em corações isolados de ratos 
perfundidos com soluções cristalóides é um fenômeno já conhecido. Os estudos que 




preparação e da capacidade de soluções cristalóides de suprir adequadamente a demanda 
energética do miocárdio. Assim, em situações de bradicardia, ocorre uma redução no 
consumo energético do miocárdio, o que permite a melhora no desempenho contrátil e 
consequentemente um aumento na pressão sistólica. Este efeito foi nitidamente 
demonstrado em nossos experimentos onde os corações foram submetidos a controle de 
freqüência cardíaca com o uso de estimulação elétrica externa onde o impedimento da 
bradicardia induzido pelos compostos quinazolínicos aboliu a resposta pressora aos 
mesmos. Da mesma forma, em estudos paralelos, demonstramos que o efeito pressor da 
adenosina verificado em corações isolados também é abolido pelo controle de freqüência 
cardíaca . 
Nossos resultados também demonstraram que o bloqueio com antagonista 
inespecífico do receptor de adenosina bloqueia a bradicardia produzida pelo derivado 
quinazolínico PD153035, o que indica que este efeito é dependente da ação da adenosina 
em seus receptores ou da ação direta nos receptores de adenosina. 
No coração os efeitos diretos da ADO são observados em cardiomiócitos 
(redução da frequência cardíaca), nas células da musculatura vascular lisa e células 
endoteliais (vasodilatação) e indiretamente sobre a transmissão sináptica do sistema 
nervoso autônomo ou em células inflamatórias (cardioproteção) mediados através da 
ativação de receptores de ADO do tipo A1, A2a e A3. (SHRYOCK, J.C. et al 1997; FREDHOLM, 
B.B., 2001; LINDEN, J. 2001; MUBAGWA, K. et al. 2001; SAFRAN, N. et al. 2001;  
CROSS, H.R. et al. 2002). O efeito bradicárdico da adenosina é bem conhecido e depende da 
ação deste composto sobre receptores A1, que são receptores tipo G proteínas, nas células 
marcapasso do nó sino-atrial, bem como nas células do nó átrio-ventricular. Estes 
receptores, por sua vez atuam ativando canais de potássio, e inibindo a ação da  
adenilato-ciclase, o que prolonga a despolarização diastólica. 
Da mesma forma, nossos resultados demonstraram que os derivado 
quinazolínico PD153035 também protege o miocárdio de isquemia prolongada, efeito este 
observado em concentrações baixas do composto (~1 nM), o que sugere alta especificidade  
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de ação e mecanismos de controle celular envolvidos na resposta de proteção miocárdica à 
isquemia. Por outro lado, a proteção miocárdica conferida pelo PD153035 também foi 
bloqueada pelo antagonista inespecífico dos receptores de adenosina, o que indica que este 
efeito é também dependente da ativação direta ou indireta de receptores de adenosina como 
o é o efeito bradicárdico deste derivado. 
A adenosina protege o miocárdio e outros tecidos de hipóxia e isquemia através 
da ativação do receptor A1 e possivelmente do receptor A3. Os mecanismos envolvidos 
neste efeito não são bem conhecidos, no entanto, postula-se que a adenosina ativa os 
mecanismos de proteção tecidual por aumentar a atividade de canais de potássio ATP 
dependentes da mitocôndria através de vias de sinalização que envolvem a ativação da PKC 
(SHRYOCK, J.C. et al 1997; FREDHOLM, B.B., 2001; LINDEN, J. 2001; MUBAGWA, K.  
et al. 2001; SAFRAN, N. et al. 2001; CROSS, H.R. et al. 2002). 
A demonstração no presente estudo de que os derivados quinazolínicos agem 
no coração isolado de ratos através de mecanismos semelhantes á adenosina está de acordo 
com demonstrações anteriores de estes compostos têm estrutura semelhante ao derivados 
purínicos ATP, ADP, AMP e a própria adenosina. Inclusive a ação inibidora de tirosina 
quinase tem por base a ocupação dos sítios de acoplamento do ATP por estes compostos 
nas referidas enzimas, provocando a inibição da atividade quinase das mesmas 
(REWCASTLE, G. W et al.1995). Além disso, existem comprovações de que derivados 
piridopirimidínicos têm efeito inibidor sobre a atividade de adenosina quinase (COWART, 
M. et al. 2001). No contexto do presente estudo, é importante ressaltar que a adenosina 
quinase contribui de maneira importante para a biodisponibilidade de adenosina, já que 
com adenosina deaminase constituem-se nas duas principais vias de degradação da 
adenosina nas células. Desta forma, por bloquear a adenosina quinase, os derivados 
quinazolínicos utilizados no presente estudo poderiam produzir maior biodisponibilidade da 
adenosina no miocárdio que, por sua vez produziria os efeitos bradicárdico e de proteção 




por ser esclarecido se estes compostos realmente bloqueiam a atividade de adenosina 
quinase em corações, bem como se este bloqueio é capaz de aumentar significativamente a 
concentração local de adenosina no miocárdio, explicando as respostas observadas. 
Em conclusão, no presente estudo, avaliamos os efeitos de três derivados 
quinazolínicos com ação potencial de inibição da atividade de tirosinas quinases sobre o 
coração isolado de ratos. Demonstramos que em faixas amplas de concentrações (i.e de 
picomolar a micromolar), estes compostos produzem bradicardia e proteção miocárdica à 
isquemia através da ativação direta ou indireta de receptores de adenosina. Estudos 
adicionais são necessários para verificar se  a ação de inibição de tirosina quinase destes 
compostos produz algum efeito funcional no coração ou mesmos se estes compostos 
influenciam o desenvolvimento de patologias cardíacas que se acompanham de hipertrofia 





Com base em nossos achados, podemos concluir que: 
 
1. Os compostos quinazolínicos induzem bradicardia, sendo este o principal efeito sobre 
corações isolados de ratos. 
2.  Os efeitos da adenosina em corações isolados são semelhantes aos efeitos produzidos 
pelas quinazolinas. 
3. Em concentrações muito baixas, o composto quinazolínico PD153035 atua como 
protetor durante a isquemia do miocárdio, indicando alta especificidade para este efeito. 
4. O efeito protetor do PD153035 se dá através da ativação direta ou indireta de receptores 
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